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Abstrakt 
Katecholaminy dopamin, noradrenalin a adrenalin se významně podílejí na regulaci 
krevního tlaku. Nejdůležitější enzymy účastnící se jejich metabolizmu jsou tyrosinhydroxyláza, 
DOPAdekarboxyláza, dopamin-β-hydroxyláza a fenyletanolamin-N-metyltransferáza. T to práce 
shrnuje dosavadní poznatky o těchto enzymech, se zaměřením na  jejich význam v procesu 
rozvoje esenciální hypertenze. Ke studiu hypertenze se z důvodů praktických i etických často 
používají experimentální modely. Nejvíce poznatků bylo získáno na spontánně hypertenzních 
potkanech, kvůli jejich podobnosti s lidskou esenciální hypertenzí. Metabolizmus katecholaminů 
se u spontánně hypertenzního potkana liší od normotenzních kontrol v mnoha ohledech. Primární 
příčinu tohoto typu hypertenze se od kompenzač ích reakcí zatím nepodařilo rozlišit. Nicméně 
některými zásahy lze dosáhnout zabránění vzniku nebo alespoň zpomalení rozvoje onemocnění. 
Tyto poznatky mohou pomoci při hledání nových způsobů léčby lidské hypertenze. 
 
Klí čová slova: hypertenze, katecholaminy, tyrosinhydroxyláza, DOPAdekarboxyláza, 
dopamin-β-hydroxyláza, fenyletanolamin-N-metyltransferáza, spontánně hypertenzní potkan. 
Abstract 
Catecholamines dopamine, norepinephrine and epinephri  are significantly involved in 
regulation of blood pressure. The most important enzymes participating in their metabolism are 
tyrosin hydroxylase, DOPA dekarboxylase, dopamine β-hydroxylase and phenylethanolamine 
N-methyltransferase. This thesis summarizes current knowledge about these enzymes, focusing 
on their role in the development of essential hypertension. Experimental models are often used in 
the study of hypertension because of their practical and ethic reasons. Most findings were 
obtained in spontaneously hypertensive rats, due to their similarity to human essential 
hypertension. Metabolism of catecholamines in spontaneously hypertensive rat differs in many 
aspects from that of normotensive controls. The prima y cause of this type of hypertension has 
not yet been distinguished from compensatory responses. However, prevention or slow-down the 
disease-development process can be achieved by various interventions. This information may 
help to identify new treatments for human hypertension. 
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AP1 aktivátorový protein 1 
AP2 aktivátorový protein 2 
ARE androgen response element 
CRE cAMP response element 
Ddc DOPAdekarboxyláza 
DβH dopamin-β-hydroxyláza 
Egr1 protein časné růstové odpovědi 1 
ERK kináza regulovaná extracelulárním signálem 
GRE glucocorticoid response element 
L-DOPA 3,4-dihydroxyfenylalanin 
NGF nervový růstový faktor 
Pnmt fenyletanolamin-N-metyltransferáza 
SHR spontánně hypertenzní potkan  
Sp1 protein specificity 1 
Sry pohlaví určující oblast na chromozomu Y 
Th tyrosinhydroxyláza 
TK tlak krve 
WKY Wistar Kyoto potkan 
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1.  Úvod 
Hypertenze je významným rizikovým faktorem pro řadu kardiovaskulárních chorob, jako 
jsou například ateroskleróza a cévní mozková příhoda. Studie ukazují, že chronickým zvýšením 
krevního tlaku trpí 20-50 % dospělých obyvatel průmyslově rozvinutých zemí. Ačkoli velká část 
hypertenzních pacientů je léčena, u dvou třetin hypertoniků není dosaženo spolehlivé kontroly 
krevního tlaku. Cílem experimentálního výzkumu je pr vence hypertenze, tedy omezení jejího 
výskytu v populaci, což v první řadě vyžaduje nalezení primární příčiny vzniku onemocnění. 
K tomuto účelu jsou využívány modely s genetickou nebo indukovan u formou hypertenze. 
Existuje celá řada faktorů, které mají při vzniku a rozvoji hypertenze významnou roli: 
genetické faktory, autonomní nervový systém, endotel cévní stěny atd. Který z těchto faktorů je 
ale klíčový? Je velmi obtížné nalézt odpověď na tuto otázku, protože vzestup tlaku krve (TK) je 
pomalý a pozvolný, zatímco spouštěcí faktor nemusí být zjevný v důsledku četných 
kompenzačních reakcí organizmu. V současnosti existuje velké množství klinických 
a experimentálních poznatků, které se týkají patofyziologických mechanizmů vedoucích 
k chronickému zvýšení krevního tlaku. Zásadním momentem pro patofyziologii, diagnostiku 
i léčbu hypertenze se tedy stává definice příčiny a důsledku.  
Tato práce je zaměřená na význam katecholaminů (dopaminu, noradrenalinu 
a adrenalinu), jež představují skupinu neurotransmiterů a hormonů, které se v organizmu účastní 
mnoha endokrinních a metabolických pochodů a velmi významně se podílí na regulaci TK. 
Pozměněná transkripce nebo regulace enzymů účastnících se jejich syntézy by mohla být 
příčinou vzniku hypertenze. Změny v aktivitě jednotlivých enzymů se ale liší v různých tkáních 
i mezi hypertenzními jedinci. Přesné pochopení metabolizmu katecholaminů je nezbytné pro 
objasnění funkcí a dysfunkcí tohoto systému ve fyziologický h i patologických situacích. 
2.  Hypertenze 
2.1 Definice hypertenze 
Dle doporučení České společnosti pro hypertenzi: „Za arteriální hypertenzi označujeme 
opakované zvýšení TK > 140/90 mm Hg naměřené minimálně při dvou různých návštěvách“ 
(Widimský et al., 2008). Tyto hraniční hodnoty byly zavedeny v souvislosti se zjištěním, že 
u osob s TK vyšším než tyto hodnoty, se při léčbě antihypertenzivy výrazně snižuje riziko úmrtí 
na kardiovaskulární onemocnění (Zicha and Kunes, 2003).  
 
2.2 Klasifikace hypertenze 
Hypertenzi můžeme dělit podle závažnosti v závislosti na naměřeném TK bez 
antihypertenzivní léčby. Jednotlivé typy systolicko-diastolické hypertenz  i s hraničními 
hodnotami jsou uvedeny v Tab. 1. Pokud u jednoho pacienta naměříme systolickou 
a diastolickou hodnotu, které nemůžeme zařadit do stejné kategorie, považujeme za směrodatnou 
tu, která patří do kategorie vyšší (Widimský et al., 2008).  
 
Kategorie Systolický tlak Diastolický tlak 
Optimální < 120 < 80 
Normální 120 - 129 80 - 84 
Vysoký normální 130 - 139 85 - 89 
Hypertenze 1.stupně 140 - 159 90 - 99 
Hypertenze 2.stupně 160 - 179 100 - 109 
Hypertenze 3.stupně ≥ 180 ≥ 110 
Tab.1: Klasifikace jednotlivých kategorií krevního tlaku (v mm Hg) (Widimský et al., 2008) 
Obecně dělíme hypertenzi na primární (esenciální) a sekundárí. U sekundární 
hypertenze, která tvoří pouze asi 10 % všech pří adů, je známá příčina vzniku. Jedná se např. 
o postižení ledvinných tepen, renálního parenchymu nebo o poruchu endokrynního systému. 
Důvod vzniku hypertenze primární nebyl prozatím objasněn (Zicha and Kunes, 2003). 
Další možné dělení hypertenze vychází ze stupně poškození orgánů. Pro první stadium je 
charakteristické prosté zvýšení krevního tlaku bez orgánových změn. Ve druhém stadiu jsou 
známky orgánového poškození, ale jejich funkce nenívýrazně narušena. Ve třetím stadiu se těžší 
orgánové poškození projevuje kardiovaskulárním nebo r nálním onemocně ím (např. mozková 
příhoda) (Widimský et al., 2008). 
 
2.3 Rizikové faktory 
Na vzniku a rozvoji hypertenze se podílí řada faktorů genetických, o čemž svědčí např. 
rodinný výskyt hypertenze. Význam dědičnosti pro vznik hypertenze potvrzují i studie v různých 
populacích, případně u různých etnik žijících na stejném území. V současnosti se odhaduje, že 
genetická výbava se podílí na variabilitě TK asi z 30-60 %.  Intenzivně jsou zkoumány 
polymorfizmy genů, které se účastní regulace TK – tzv. kandidátní geny (shrnuto v Petřková, 
2002). 
Genetická predispozice je v průběhu života ovlivňována vnějšími faktory, mezi 
nejzávažnější patří nedostatek pohybu s následnou nadváhou, nadměrná konzumace alkoholu, 
kouření, stres a zvýšený přívod tuků a soli (shrnuto v Zicha and Kunes, 2003). 
 
2.3.1 Interakce faktorů genetických a faktorů vnějšího prostředí 
Jak již bylo zmíněno, esenciální hypertenze je komplexní onemocnění vyvíjející se 
v důsledku interakcí faktorů genetických s faktory vnějšího prostředí. Lze si představit, že se tato 
nemoc rozvíjí jako důsledek „chyb“ v kaskádě molekulárních, biochemických a genetických 
procesů, které řídí TK.  Ačkoli jednotlivé chyby mohou být méně závažné, dohromady mají 
dostatečný potenciál, aby v jejich důsledku vznikla hypertenze. 
Genetická informace je naprogramovaná, aby docházelo k její expresi v jednotlivých 
stadiích ontogenetického vývoje. Exprese určité části genomu by měla být v souhře se 
současnou expresí mnoha dalších genů, měla by být přiměřená fyziologickým požadavkům 
vyvíjejícího se organizmu a přizpůsobit se vnějším faktorům, které jsou pro toto stadium vývoje 
specifické.  
Existuje několik možností, jak může prostředí ovlivňovat genetické predispozice 
hypertenze. První možností je, že exprese abnormální genetické informace vede k minimálním 
změnám v nezralém organizmu, ale během pozdějšího dospívání se tyto změny pod vlivem 
prostředí vyvinou v očividné onemocnění. Podmínky prostředí také mohou ovlivnit vývoj 
organizmu ještě před expresí abnormální genetické informace, takže citlivost jedince k jejím 
škodlivým efektům je pozměněná. Za třetí, primární genová abnormalita může být spící (silent), 
dokud její exprese není vyvolaná vnitř ími nebo vnějšími faktory. Exprese primární genové 
abnormality tedy může probíhat již brzy v ontogenezi, ale vyvolané změny zůstanou skryté, 
dokud z nich exogenní nebo endogenní faktory neudělají součást patogenních mechanizmů 
nemoci.  
Míra vlivu faktorů prostředí na genovou expresi v průběhu ontogeneze není konstantní. 
Existují kritické vývojové periody, které jsou charakteristické výjimečnou citlivostí organizmu 
k vnitřním nebo vnějším podnětům. Tyto kritické periody obvykle splývají s obdobími 
intenzivních vývojových procesů, kdy probíhají základní strukturní a funkč í změny 
jednotlivých systémů organizmu. Změny jsou obvykle nevratné, takže pokud organizmus vstoupí 
do dalšího vývojového stadia, může již pouze kompenzovat chyby, k nimž došlo v předchozím 
období. Znalost přesného věku, kdy je organizmus citlivý k určitým faktorům, je důležitá pro 
farmakologické zásahy i pro genovou terapii kardiovaskulárních chorob.  
Dalo by se očekávat, že vliv prostředí na genetickou informaci je realizován přes 
poškození DNA, tedy přes genové mutace. Nicméně existují meioticky a mitoticky dědičné 
změny, které nejsou kódovány v samotné sekvenci DNA, jedná se o tzv. epigenetickou 
dědičnost. Na epigenetické dě ičnosti se podílí např. DNA metylace, jejíž význam v dlouhodobé 
modulaci genové exprese byl objeven např. u rozvoje glukózové rezistence, diabetu typu II 
a kardiovaskulárních poruch u jedinců s nízkou porodní hmotností (shrnuto v Kunes and Zicha, 
2006). 
3. Experimentální hypertenze 
Hypertenze je velmi závažné a současně velmi rozšířené onemocnění, jehož léčba 
vychází celosvětově na stovky milionů dolarů za rok. Z těchto důvodů je jejímu výzkumu 
věnována velká pozornost. Vývojem nové účinnější léčby se zabývá především klinický výzkum. 
Experimentální výzkum se snaží nalézt primární příčiny vzniku hypertenze a přispět tím k účinné 
prevenci.  
Tím, že výše TK je ovlivňována mnoha genetickými faktory (je tzv. polygenní) a také 
faktory prostředí, je její studium velmi komplikované. Výzkum na lidských modelech není příliš 
vhodný především proto, že lidská populace je outbrední (každý jedinec je geneticky odlišný). 
Další nevýhodou je dlouhá reprodukční doba, pomalý rozvoj nemoci i některé etické problémy, 
které znemožňují používání klasických genetických metod a odběr vzorků některých tkání. 
Výhodné je použití inbredních zvířecích modelů, ačkoli to má také některá omezení 
a žádný zvířecí model neodpovídá zcela přesně příslušné formě lidské hypertenze. Mezi jejich 
hlavní výhody patří dostupnost, možnost standardizace experimentálních podmínek a také 
rychlost a reprodukovatelnost rozvoje hypertenze. Obzvlášť významné jsou genetické modely, 
protože umožňují zkoumat interakce mezi faktory genetickými a faktory vnějšího prostředí 
(shrnuto v Kunes and Zicha, 2002).  
Při hledání genetických determinant komplexních nemocí se používají dva základní 
přístupy: metoda „kandidátních genů“ a metoda pozičního klonování. První metoda zkoumá 
stupeň polymorfizmu genů zodpovědných za variabilitu TK u nemocných a kontrol. Pokud je 
zjištěna pozitivní asociace (u nemocných se polymorfizmus vy kytuje častěji), tak se určuje 
hodnota relativního rizika (kolikrát častější je výskyt nemoci u jedince s polymorfizmem ve 
srovnání s jedinci, kteří polymorfizmus nemají). U metody pozičního klonování jsou využívány 
polymorfní značky, pomocí kterých jsou hledány oblasti obsahující geny vnímavosti k danému 
onemocnění. Poté se v okolí daného specifického znaku hledají geny, které by svou funkcí 
mohly přispívat ke vzniku onemocně í. Nakonec se zjišťuje funkční souvislost genu 
a onemocnění (shrnuto v Petřková, 2002). 
 
3.1 Modely experimentální hypertenze 
Pro svou dostupnost a pro jednoduchost měření hemodynamických parametrů se 
nejpoužívanějším modelovým organizmem experimentální hypertenze stal laboratorní potkan. 
Hlavní pokusné modely byly vyvinuty, aby umožnily studium jednotlivých patogenních 
mechanizmů hypertenze. Modely dělíme na dvě základní skupiny: s indukovanou hypertenzí 
(u normotenzních jedinců je dosaženo změny TK operačním zákrokem nebo farmakologicky) 
a s genetickou poruchou (hypertenze se rozvíjí postu ně během života buď spontánně, nebo po 
stimulaci vnějším podnětem).  
Indukovaná forma hypertenze vyvolaná podnětem působícím na dospělého jedince se 
posuzuje jako soubor kompenzačních reakcí na daný podnět. Po odstranění podnětu se TK často 
vrací do normálních hodnot. Naproti tomu podnět působící na jedince s neukončeným vývojem 
může způsobit nevratné změny, takže i po odstraně í hypertenzního podnětu zůstává TK 
zvýšený (shrnuto v Kunes and Zicha, 2002). 
 
3.1.1 Spontánně hypertenzní potkan (SHR) 
Tento kmen vznikl na univerzitě v Kyotu, pro první křížení byli použiti potkani kmene 
Wistar (WKY): samec vykazující stálý vysoký TK 150-175 mmHg a samice s lehce 
nadprůměrným TK 130-140 mmHg. Během několika generací hodnota TK u dvacetitýdenních 
zvířat přesáhla 180 mmHg. Hypertenze je v  případě tohoto kmene způsobena zvýšenou periferní 
rezistencí, která je nejprve vyvolána neurogenní vazokonstrikcí a posléze udržována 
strukturálními změnami cév. Kromě základní varianty tohoto kmene byly vyšlechtěny i další 
podkmeny, které vykazují například velkou náchylnost k mozkové příhodě. SHR je dnes 
nejpoužívanějším kmenem díky své podobnosti s lidskou esenciální hypertenzí. Jako 
normotenzní kontrola je používán kmen WKY (shrnuto v Kunes and Zicha, 2002).  
 
3.1.2 Dahlův potkan citlivý a necitlivý ke zvýšenému příjmu soli 
Tento kmen byl vyšlechtěn v USA z kmene Sprague-Dawley. Selektivně byli kříženi 
potkani citliví a potkani rezistentní k rozvoji hypertenze na dietě s vysokým obsahem soli (8% 
NaCl). U citlivých zvířat se na vysokosolné dietě rozvíjí hypertenze, zatímco u rezistentních 
jedinců ani extrémní dávky soli hypertenzi nevyvolávají. Tento model se požívá pro studium 
solné hypertenze (shrnuto v Kunes and Zicha, 2002). 
 
3.1.3 Další modely experimentální hypertenze 
Existují i další, méně používané, kmeny, které se mezi sebou liší v účasti genetických 
faktorů, aktivitě vazokonstrikčních a vazodilatačních systémů, iontovém transportu atd. 
Například geneticky hypertenzní potkan vyšlechtěný na Novém Zélandu je velmi podobný SHR 
kmeni, ale liší se od něj pozvolným vzestupem TK v průběhu křížení. Pražský 
hypertriglyceridemický potkan má kromě vysokého TK i vyšší plazmatickou hladinu 
triglyceridů, kyseliny močové a volných mastných kyselin. Podobně lyonský hypertenzní potkan 
vykazuje zvýšenou hladinu triglyceridů a cholesterolu. Münsterský spontánně hypertenzní 
potkan má narušený metabolizmus sodíku, vápníku a hořčíku. U milánského i pražského 
hypertenzního potkana hrají důležitou roli ve vzniku hypertenze ledviny (shrnuto v Kunes and 
Zicha, 2002). 
 
3.2 Metody měření krevního tlaku u experimentálních zvířat 
Sledování TK a srdeční frekvence u experimentálních modelů je velmi důležitou částí 
studia patofyziologie a genetiky hypertenze. K tomuto účelu se používá široká škála metod, což 
poněkud komplikuje srovnání výsledků pocházejících z různých laboratoří. Základní dělení 
použitých metod měření TK souvisí s tím, zda je TK měřen přímo v cévním řečišti a nebo 
nepřímo pomocí okluzní manžety a příslušného snímače. 
Nejpoužívanější neinvazivní technikou je snímání pulzové vlny na ocase nebo zadní 
končetině, kde jsou artérie stlačovány okluzní manžetou a tlak v manžetě je monitorován. 
Systolický tlak se odečítá v okamžiku, kdy se při poklesu tlaku v manžetě objeví pulzová vlna. 
Novější přístroje umožňují i zjištění tlaku diastolického. Nevýhodou je, že tato metoda vyvolává 
u netrénovaných zvířat stres, jenž by mohl ovlivnit naměřené hodnoty. Dalším omezením je 
skutečnost, že při teplotě nižší než 39 °C není ocas potkana dobře prokrven, což způsobuje potíže 
s detekcí pulzové vlny. Z tohoto důvodu musí být zvířata před měřením předehřívána. Použití 
této metody je výhodné v tom, že je možné ji využívat pro dlouhodobá sledování změn TK 
v průběhu celého života zvířete. 
Mezi invazivní techniky patří chronická katetrizace, kdy se do a. carotis nebo a. femoralis 
zavádí heparinem naplně á kanyla vhodné velikosti. Kanyla je opatřena uzávěrem a vyvedena 
tak, aby si její konec zvíře nemohlo ukousnout. Již po 24 hodinách zotavování může být jedinec 
napojen na elektronický snímač TK. Měření je zaznamenáváno zapisovačem nebo převedeno do 
počítače. Tato metoda je vhodná pro souvislé měření změn TK po několik dnů, navíc dává 
informaci i o tepové frekvenci. Bohužel při použití této metody dochází k úhynu části zvířat 
v důsledku operace. Další komplikací je ucpávání kanyly sraženou krví. 
Nejlepším způsobem sledování TK a tepové frekvence u volně se pohybujících zvířat je 
telemetrie. Tato metoda využívá obdobný princip jako ostatní invazivní techniky s tím rozdílem, 
že tlakový snímač funguje zároveň jako vysílač a je umístěn v dutině břišní. TK je měřen 
katetrem v břišní aortě. Zavedení představuje poměrně velký operační zákrok a zotavení zvířat 
trvá minimálně sedm dní. Zařízení pro snímání signálu spojené s počítačem je v podložce, na níž 
je umístěna chovná nádoba. Pro dlouhodobé měření u nedospělých jedinců se tato metoda nedá 
použít. Tato technika je v porovnání s ostatními metodami poměrně drahá, nicméně poskytuje 
zcela fyziologické hodnoty TK (shrnuto v Kunes and Zicha, 2002).  
  
4. Metabolizmus katecholaminů 
Katecholaminy jsou deriváty katecholu (1,2-dihydroxybenzenu) obsahující aminovou 
skupinu. Patří mezi ně dopamin, adrenalin a noradrenalin, v organizmu slouží jako hormony 
a neuromediátory. Syntéza jednotlivých katecholaminů vychází z aminokyseliny tyrosinu 
a zahrnuje následující kroky: 
1. hydroxylace tyrosinu tyrosinhydroxylázou (Th) za vzniku 3,4-dihydroxyfenylalaninu 
(L-DOPA) 
2. dekarboxylace L-DOPA za vzniku dopaminu pomocí enzymu DOPAdekarboxylázy 
(Ddc) 
3. hydroxylace dopaminu dopamin-β-hydroxylázou (DβH) za vzniku noradrenalinu 
4. metylace aminoskupiny noradrenalinu fenyletanolamin-N-metyltransferázou (Pnmt) 
za vzniku adrenalinu 
 
 
 Obr. 1: Schéma syntézy katecholaminů 
 
Různé buňky organizmu mohou produkovat jednotlivé katecholaminy v závislosti na 
tom, jakou mají enzymatickou výbavu. Adrenalin a noradrenalin vznikají především v dřeni 
nadledvin. V některých částech mozku je produkován dopamin (např. v substantia nigra), 
zatímco v jiných oblastech je syntetizován především noradrenalin (shrnuto ve Voet and 
Voetová, 1995). 
 
4.1 Tyrosinhydroxyláza  
Th je počátečním enzymem biosyntézy 
katecholaminů, který specificky katalyzuje 
přeměnu L-tyrosinu na L-DOPA adicí hydroxylové 
skupiny. Ke svému fungování vyžaduje přítomnost 
kyslíku, Fe2+ a kofaktoru biopterinu (Nagatsu et al., 
1964). Strukturně je Th homotetramer, jehož 
podjednotky mají přibližně 60 kDa (Mockus et al., 
1998). Studie ukazují, že tento enzym existuje 
v cytoplazmatické i membránově vázané formě 
(Kuhn et al., 1990). Obr. 2: Hydroxylace tyrosinu za 
vzniku L-DOPA (Purves et al., 2001) 
Ve srovnání s ostatními enzymy, které se účastní syntézy katecholaminů, aktivita Th je 
o tři řády nižší. Jakožto limitující faktor této dráhy, je ideálním cílem pro regulaci celého 
systému (Nagatsu et al., 1964). 
 
4.1.1 Fosforylace a defosforylace tyrosinhydroxylázy 
 Th je substrátem pro mnoho buněč ých proteinkináz, jako akceptory fosfátů byly 
identifikovány seriny 8, 19, 31 a 40. Nicméně fyziologické podněty indukují fosforylaci pouze 
u serinů 19, 31 a 40 (Haycock, 1990). Th může být fosforylovaná cAMP-dependentní 
proteinkinázou (Yamauchi and Fujisawa, 1979), kalmodulin-dependentní proteinkinázou II  
(Itagaki et al., 1999), kinázami regulovanými extracelulárním signálem ERK I a ERK II 
(Haycock et al., 1992), mitogeny a stresem aktivovan u proteinkinázou 1, p38 regulovanou 
kinázou (Toska et al., 2002) a cyklin-dependentní ki ázou 5 (Moy and Tsai, 2004). Bylo 
zjištěno, že v hovězích chromafinních buňkách a v PC12 (buněčná linie odvozená od nádoru 
nadledvin) buňkách je Th různě fosforylována v odpověď na četné agonisty jako je například 
acetylcholin, cAMP, epidermální růstový faktor atd (shrnuto v Campbell et al., 1986).  Regulace 
Th je tedy komplexní.   
Enzymem, který fosforyluje serin 19 je kalmodulin-dependentní proteinkináza II. 
K aktivaci Th tímto způsobem nestačí pouze kináza a kalmodulin, ale je nutná i přítomnost 
„proteinového aktivátoru“, proteinu z rodiny 14-3-3 (Itagaki et al., 1999). Proteiny z této skupiny 
se účastní buněčné signalizace, kontroly buněčnho cyklu, regulace transkripce i dalších procesů 
v různých organizmech a tkáních (shrnuto v Aitken, 2006). Společným strukturním rysem 14-3-3 
proteinové rodiny je C-terminální doména obsahující množství kyselých aminokyselin. Tato 
doména může interagovat s fosforylovanou formou Th a tím zprostředkovává dlouhodobou 
regulaci biosyntézy katecholaminů (Ichimura et al., 1988). Z některých studií vyplývá, že  14-3-3 
proteiny mohou ovlivňovat také lokalizaci Th (Halskau et al., 2009). Funkcí fosforylace serinu 
19 není pouze umožně í interakce Th s 14-3-3 proteiny, ale tato modifikace také zesiluje 
fosforylaci serinu 40 (Bobrovskaya et al., 2004). 
Nejlépe prozkoumaným způsobem regulace Th je fosforylace serinu 40 
cAMP-dependentní proteinkinázou. Fosforylací Th, na které je navázaný katecholamin, dojde 
k desetinásobnému zvýšení maximální rychlosti reakc. Fosforylace Th bez katecholaminu 
zvýšení rychlosti nezpůsobuje. Skutečný efekt se nejspíš odvíjí od poměru obou počátečních 
forem enzymu a ten závisí na množství katecholaminů přítomných v buňce (Daubner et al., 
1992).  
Serin 31 je fosforylován kinázami ERK I a ERK II, které jsou regulované fosforylací 
serinového nebo threoninového zbytku ve svém řetězci. V PC12 buňkách může být aktivita ERK 
stimulována mnoha různými podněty, např. aktivací muskarinového receptoru, purinergního P2 
receptoru, receptoru pro nervový růstový faktor (NGF) a bradykininového receptoru. Navzdory 
rozmanitosti účinných ligandů, existují pouze dvě intraceulární signální dráhy, které zajišťují 
aktivaci ERK – NGF-stimulovaná dráha a dráha začín jící aktivací proteinkinázy C (Haycock et 
al., 1992). Aktivace Th fosforylací serinu 31 proteinkinázou ERK je zanedbatelná ve srování 
s mnohonásobným zvýšením aktivity Th cAMP-dependentní proteinkinázou. Význam této 
modifikace může spočívat spíše v zesílení fosforylace (Lehmann et al., 2006) nebo pozměnění 
účinku fosforylace serinu 40.   
Defosforylace Th je katalyzována výhradně fosfatázou typu 2A (Leal et al., 2002). 
Aktivátorem této fosfatázy je protein alfa-synuklein (Peng et al., 2005), který se účastní také 
recyklace dopaminergních váčků. Vliv alfa-synukleinu na Th může zahrnovat i jiné mechanizmy 
než jen regulaci fosforylace, jelikož byla prokázána i jeho přímá interakce s Th a také 
s „proteinovým aktivátorem“. 
Experimenty ukazují, že fosforylace a defosforylace Th je velmi významnou součástí 
regulace syntézy katecholaminů. Naše znalosti této problematiky jsou obsáhlé, ale některé 
otázky ještě musí být zodpovězeny. Známe již všechny kinázy a fosfatázy, které se podílejí na 
modulaci Th v odpovědi na fyziologické podněty? Proč jsou některá místa fosforylována jen 
s malou účinností? Jaký je in situ a in vivo rozsah fosforylace serinu 31 a 40 u Th bez nebo 
s navázaným katecholaminem? Jaký je in situ a in vivo rozsah a mechanizmus aktivace Th 
fosforylací serinu 31?  
 
4.1.2 Inhibice tyrosinhydroxylázy 
Th je inhibována katecholaminy a to jejich přímou vazbou k iontu železa v aktivním 
místě enzymu (Andersson et al., 1988). Tato inhibice je kompetitivní vzhledem 
k tetrahydrobiopterinovému kofaktoru a bylo prokázáno, že kofaktor může přímo vytěsnit 
dopamin z aktivního místa enzymu. Fosforylace Th na serinu 40 způsobí dramatické snížení 
vazebné afinity pro katecholaminy (Almås et al., 1992). Aktivace enzymu fosforylací serinu 40 
a jeho inaktivace vazbou katecholaminů jsou související jevy a je pravděpodobné, že mají 
význam v regulačních mechanizmech in vivo. 
 
4.1.3 Regulace transkripce tyrosinhydroxylázy 
Lidská Th mRNA existuje v několika izoformách. Jako první byly objeveny mRNA lišící 
se přítomností 12 (typ 2), 81 (typ 3) nebo 93 (typ 4) nukleotidů mezi devadesátým 
a devadesátýmprvním nukleotidem v mRNA typu 1. Tyto varianty vznikají alternativním 
sestřihem prvního a druhého exonu (Kobayashi et al., 1988). Další nalezená izoforma lidské Th 
postrádá exon 3 (Bodeau-Péan et al., 1999), který s účastní regulace inhibičního efektu 
katecholaminů skrze fosforylaci serinů 31 a 40. Jinému typu mRNA pro lidskou Th chybí exon 4 
(Ohye et al., 2001), což způsobuje posun čtecího rámce. Translace této mRNA je předčasně 
ukončena na stop kodonu vzniklém v místě pro aminokyselinu 147.  
Protože role Th v biosyntéze katecholaminů je klíčová, je pro katecholaminergní buňky 
nezbytné regulovat nejen její aktivitu, ale i rozsah její exprese v souladu s nejrůznějšími podněty. 
Například při stresu vyvolaném imobilizací bylo u Sprague-Dawley potkanů nejprve naměřeno 
zvýšení koncentrace Th mRNA ve dřeni nadledvin. Nejvyšší, sedminásobná, koncentrace byla 
zjištěna 3 hodiny po ukončení stresových podnětů, poté hladina mRNA zač la klesat a do 24 
hodin se vrátila na normální úroveň (Kvetnansky et al., 2004). Pokud byla zvířata stresu 
vystavována opakovaně, došlo k významně nižšímu vzestupu Th mRNA v porovnání 
s jednorázovou imobilizací, ale také došlo k ustanove í permanentně zvýšené hladiny této 
mRNA.  
Mutační údaje naznačují, že pro bazální (nestimulovanou) expresi Th je nezbytný cAMP 
response element (CRE) a element vázající aktivátorový protein 1 (AP1) (Trocmé et al., 1998). 
Oba tyto faktory se účastní také transkripce v odpověď na nejrůznější podněty, jako je např. 
cAMP, vápník, depolarizace nebo hypoxie. Důležitým regulačním mechanizmem je existence 
většího počtu CRE-vazebných proteinů, které navíc mohou být modifikovány fosforylací 
(Lewis-Tuffin et al., 2004).  
Dlouho nebylo jasné, jakým mechanizmem na transkripci Th genu působí 
glukokortikoidy. U několika druhů obratlovců byla nalezena homologie ke známému 
glucocorticoid response elementu (GRE), ale žádný z ich se neukázal být funkčním. Teprve 
v roce 2001 byla objevena funkční GRE sekvence v 5’přilehlé oblasti genu pro myší Th (Hagerty 
et al., 2001). Nedávno byl v promotoru genu pro potkaní Th nalezen sedminukleotidový úsek, 
který je zásadní pro glukokortikoidovou transkripční regulaci. Zajímavé je, že tato sekvence 
nemá žádnou podobnost s klasickým GRE, ale velmi se podobá AP1 vazebnému motivu (Rani et 
al., 2009). 
Znalost promotorových regulačních elementů a faktorů je značná. Nedostatečně 
objasněná ale zůstává integrace jednotlivých regulačních modifikací, která dokáže spustit expresi 
specifickou pro konkrétní buněčný typ i pro aktuální podmínky prostředí.  
 
4.1.4 Polymorfizmy tyrosinhydroxylázy 
V intronu 1 genu pro lidskou Th se nachází (TCAT)n tetranukleotidová repetice (Zhang et 
al., 2004). Odlišná frekvence (TCAT)n je dávána do souvislosti nejen s hypertenzí, ale i s dalšími 
chorobami jako je např. schizofrenie. Nižší výskyt alely (TCAT)9 byl zjištěn u normotenzních 
jedinců (Sharma et al., 1998). Koncentrace noradrenalinu v plazmě byla významně zvýšená 
u jedinců s alelou (TCAT)9 a naopak snížená u těch s alelou (TCAT)7 (Wei et al., 1997), což 
naznačuje spojitost těchto alel s vysokou nebo nízkou dráždivostí noradrenergního nervového 
systému. (TCAT)n motiv může vázat transkripční faktory jako je např. zinc finger protein 191 
(Albanèse et al., 2001) a může fungovat jako transkripční enhancer. Nicméně efekty tohoto 
předpokládaného enhanceru zatím nejsou dostatečně prozkoumány: fúzí s heterologním 
promotorem (thymidinkinázy) zřejmě transkripci aktivují (Meloni et al., 1998), zatímco fúzí 
s homologním promotorem (tyrosinhydroxylázy) transkripci reprimují a to v závislosti na délce 
(TCAT)n (Albanèse et al., 2001).  
V kódující oblasti genu pro lidskou Th bylo nalezeno ejméně 14 jednonuleotidových 
polymorfizmů, ale jen dva z nich mají významné zastoupení minoritní alely v populaci a pouze 
jeden způsobuje změnu aminokyselinové sekvence. Jedná se o Val81-Met záměnu, nicméně 
nebyla zjištěna spojitost tohoto polymorfizmu s hladinou katecholaminů ani se změnami TK 
v odpovědi na stres (Rao et al., 2007).  
V blízké promotorové oblasti se nachází minimálně 10 jednonukleotidových 
polymorfizmů, minoritní alela čtyř z nich (C-824T, G-801C, A-581G, a G-494A) se vyskytuje 
u více než 10 % populace. Významný vliv na sekreci katecholaminů i na stresovou odpověď TK 
mají polymorfizmy C-824T a A-581G. Minoritní alely -824T a -581G nejsou pouhými 
statistickými prediktory, ale jsou příčinou změny transkripční účinnosti Th genu (Zhang et al., 
2010).  
 
4.1.5 Tyrosinhydroxyláza u SHR 
Ačkoli je dobře prokázán význam dřeně nadledvin v rozvoji hypertenze u SHR, studie 
týkající se aktivity Th v této tkáni dávají protichůdné výsledky. Důvodem rozporuplných dat 
může být volba odlišných normotenzních kontrol, nebo genetické změny v SHR kmeni během 
inbredního křížení v odlišných chovných stanicích. 
V některých experimentech byla zjištěna snížená aktivita Th ve dřeni nadledvin SHR ve 
srovnání se stejně starými WKY (Moura et al., 2005). Navíc toto snížení nzymatické aktivity 
nebylo v přímém spojení se změnami TK, protože bylo přítomné před vznikem, v průběhu 
rozvoje i po ustanovení hypertenze. Paralelně s nižší aktivitou Th byl naměřen i nižší obsah 
katecholaminů ve dřeni nadledvin, ale plazmatická koncentrace adrenalinu byla srovnatelná 
u obou kmenů. Tento rozpor by mohl být způsoben zvýšenou sekrecí katecholaminů v dřeni 
nadledvin SHR (Lim et al., 2002). Hladina noradrenalinu v plazmě byla zvýšená u všech SHR 
jedinců, včetně pětitýdenních pre-hypertenzních, což je v souladu s před okládanou zvýšenou 
aktivitou periferního sympatického systému (Moura et al., 2005). Je možné, že vysoká hladina 
noradrenalinu v plazmě je příčinou inhibice Th v dřeni nadledvin. Proč ale tato zpětná vazba 
funguje v dřeni nadledvin a nefunguje v nervových zakončeních sympatiku? Vysvětlením může 
být tkáňově specifické zastoupení jednotlivých typů adrenergních receptorů, které ovlivňují 
syntézu a uvolňování katecholaminů. 
Nicméně jiné studie ukazují, že hladina adrenalinu v dřeni nadledvin SHR je podstatně 
vyšší než u normotenzních WKY. Toto platí pro jedince každého věku, jedinou výjimkou jsou 
zvířata stará čtyři týdny (Maemura et al., 1982). V dřeni nadledvin SHR byla zjištěna vyšší 
exprese Th mRNA i vyšší aktivita Th než u WKY (Kumai et al., 1994). Obdobně zvýšená 
exprese Th mRNA byla stanovena i ve dvou různých typech katecholaminergních neuronů 
v mozku SHR, což naznačuje, že míra up-regulace u SHR není tkáňově specifická (Reja et al., 
2002a).  
Použitím antisense oligonukleotidů cílených proti Th mRNA bylo dosaženo snížení 
exprese Th ve dřeni nadledvin, snížení hladiny katecholaminů a také snížení TK u SHR. Naproti 
tomu u kontrolních WKY byla snížená exprese Th i hladina katecholaminů, ale výše TK zůstala 
nezměněná. Je možné, že snížená aktivita Th byla u WKY vykompenzována jinými regulačními 
mechanizmy (Kumai et al., 2001). Tyto poznatky naznačují, že by Th antisense oligonukleotidy 
mohly sloužit jako účinná léčba některých typů hypertenze.  
V mozku třítýdenních SHR byla oproti stejně starým normotenzním WKY zjištěna vyšší 
exprese i aktivita Th a zároveň zvýšená hladina katecholaminů. Podáváním klonidinu, agonisty 
alfa2-adrenergního receptoru, bylo u SHR dosaženo snížení aktivity Th i hladiny katecholaminů 
v mozku, naopak zvýšení aktivity Th a hladiny katecholaminů ve dřeni nadledvin a dále snížení 
hladiny noradrenalinu v plazmě. U takto léčených jedinců nedošlo k rozvoji hypertenze. 
U kontrolních WKY potkanů klonidin také snížil množství noradrenalinu v plazmě, ale neměl 
žádný efekt na aktivitu Th a obsah katecholaminů v obou zkoumaných tkáních (Moura et al., 
2009). Toto zjištění napovídá, že aktivita a exprese Th v mozku a dřeni nadledvin může být 
řízena nejen změnami hladiny noradrenalinu, ale i jinými mechanizmy, které také signalizují 
změny v aktivitě sympatického systému.  
Pohlaví určující oblast na chromozomu Y (Sry) má u SHR kmene spojitost se zvýšeným 
TK (Ely et al., 1993). Tento transkripční faktor zvyšuje aktivitu Th promotoru v transfekovaných 
PC12 buňkách. Vložení Sry DNA z SHR do dřeně nadledvin WKY vede ke zvýšení TK 
o 30 mmHg, ke zvýšení plazmatické hladiny noradrenalinu a zvýšení Th aktivity ve dřeni 
nadledvin (Ely et al., 2007). Nicméně Sry je exprimován  v několika různých tkáních, které 
mohou mít vliv na výši TK, takže je možné, že ovlivňuje TK několika různými mechanizmy. 
Jsou zapotřebí další studie, které odhalí expresní a sekvenční odlišnost Sry genu u SHR a WKY 
a s konečnou platností potvrdí, že Sry je skutečně hypertenzivním lokusem na chromozomu Y. 
Zdá se, že výše TK, stejně jako aktivita a exprese Th, má u SHR kmene spojitost aké 
s androgeny. Kastrace čtyřtýdenních SHR samců zpomaluje rozvoj hypertenze, podávání 
testosteronu tento účinek ruší.   U kastrovaných zvířat byla zjištěna snížená hladina 
katecholaminů, Th mRNA i Th aktivita ve dřeni nadledvin v porovnání s kontrolami 
i s kastrovanými zvířaty, kterým byl podáván testosteron. U WKY kmene nebyl zaznamenán 
výrazný rozdíl v hodnotách TK ani v ostatních parametrech mezi kontrolami, kastrovanými 
zvířaty a kastrovanými zvířaty, kterým byl podáván testosteron (Kumai et al., 1995). Testosteron 
hraje významnou roli v regulaci transkripce některých genů prostřednictvím vazby androgenního 
receptoru k androgen respons elementu (ARE) (Parker, 1990), je tedy možné, že tímto způsobem 
se účastní i regulace exprese Th. V promotoru pro lidskou Th již ARE sekvence byla nalezena, 
ale zdá se, že zprostředkovává pouze část regulace Th androgeny (Jeong et al., 2006). Je možné, 
že androgeny mohou expresi Th ovlivňo at i přes jiné než klasické ARE sekvence, nebo nepřímo 
přes další, zatím neidentifikované proteiny.  
 
4.2 DOPAdekarboxyláza 
Ddc katalyzuje odstraně í karboxylové 
skupiny z L-DOPA za vzniku dopaminu. Ve 
svém katalytickém místě obsahuje 
pyridoxalfosfát a ve většině případů funguje jako 
dimer s molekulovou hmotností přibližně 
100 kDa (Siow and Dakshinamurti, 1990).  
Ddc se nachází nejen 
v katecholaminergních a serotoninergních 
neuronech, ale i v nenervových tkáních jako jsou 
např. ledviny a játra. Bylo zjištěno, že 
v nervových a nenervových tkáních je Ddc 
kódována odlišnými mRNA (Krieger et al., 1991), což je způsobeno existencí dvou různých, 
tkáňově specifických promotorů a alternativním sestřihem (Albert et al., 1992). Různé mRNA 
jsou možným vysvětlením selektivního nenervového (např. ledvinového) defektu Ddc. 
Syntéza dopaminu v nervové a nenervové tkáni se liší i v dalším ohledu. Neurony 
exprimují Th, Ddc i DβH, takže tyrosin je přeměněn na L-DOPA, dále na dopamin a poté na 
noradrenalin. Naproti tomu v ledvinovém proximálním tubulu není exprimována Th a DβH, ale 
pouze Ddc. L-DOPA je tedy přenášena transportérem aminokyselin do buněk proximálního 
tubulu, kde je měněna na dopamin. Příjem sodíku zvyšuje vstup L-DOPA do buněk, aktivitu Ddc 
a tím i syntézu dopaminu, který není v proximálním tubulu skladován, ale je transportován ven 
Obr. 3: Dekarboxylace L-DOPA za 
vzniku dopaminu (Purves et al., 2001) 
přes apikální i basolaterální membránu . Zde působí přes některý z pěti známých typů receptorů 
(shrnuto v Zeng et al., 2007). 
Lokálně a na inervaci nezávisle produkovaný dopamin hraje důl žitou roli v regulaci TK 
(shrnuto v Hussain and Lokhandwala, 2003). Dopamin působí jednak vazodilatačně na cévy, 
čímž mění průtok krve ledvinami. Zadruhé zvyšuje transport iontů v ledvinách a trávicím traktu. 
Abnormální metabolizmus sodíku je často doprovázen hypertenzí, snížená renální syntéza a/nebo 
sekrece dopaminu je pravděpodobně součástí patogeneze esenciální hypertenze u některých lidí 
(shrnuto v Kuchel and Kuchel, 1991). Sůl-senzitivní hypertenzní jedinci nezvyšují renální 
produkci dopaminu v odpověď na zvýšený příjem soli (Damasceno et al., 1999), což je 
způsobeno zhoršeným renálním transportem L-DOPA do buněk a zároveň nedostatečnou 
přeměnou L-DOPA na dopamin. Nicméně v některých případech esenciální hypertenze je 
hladina dopaminu a jeho metabolitů v moči naopak zvýšená (Saito et al., 1986). U těch o jedinců 
je pravděpodobně zasažena jiná část periferního dopaminergního systému. 
 
4.2.1 Dopaminergní systém u experimentální hypertenze 
U SHR byla zjištěna normální nebo spíš zvýšená renální hladina dopaminu v počátečním 
stadiu hypertenze, kdy je exkrece sodíku močí snížená v porovnání s WKY (Racz et al., 1985). 
Příčinou poruchy exkrece sodíku (a možná i hypertenze) u SHR není nedostatečná aktivita Ddc, 
ale defekt v D1 receptoru pro dopamin (Jose et al., 1996), který vede k narušení regulace 
sodíkové pumpy a Na/H antiporteru v proximálním tubul .  
Dahlovi potkani citliví ke zvýšenému příjmu soli vykazují sníženou syntézu dopaminu 
v ledvinách (Sakamoto et al., 1994) a nedostatečnou natriuretickou a diuretickou odpověď při 
zvýšeném příjmu sodíku. Mimo to u nich byl zjištěn také defekt v D1 receptoru pro dopamin 
v proximálním tubulu (Ohbu et al., 1995).  
Další příčinou vzniku hypertenze může být defekt v D2, D3 nebo D5 receptoru pro 
dopamin, jak bylo prokázáno studiemi na knock-out myších  (shrnuto v Zeng et al., 2007). 
 
4.3 Dopamin-β-hydroxyláza 
DβH katalyzuje oxidativní hydroxylaci dopaminu na noradrenalin. Je to glykoprotein 
obsahující v katalytickém místě měď, který existuje v rozpustné i membránově ázané formě 
(Wallace et al., 1973). DβH funguje jako tetramer vzniklý ze dvou nekovalentně i teragujících 
dimerů. Podjednotky v každém dimeru jsou vzájemně propojeny disulfidickými můstky 
(Robertson et al., 1994). Kromě mědi je pro fungování DβH zapotřebí ještě molekulární kyslík 
a kyselina askorbová (Huyghe and Klinman, 1991).  
DβH se nachází v chromafinních 
granulích dřeně nadledvin (Hörtnagl et al., 1972) 
a v synaptických váčcích adrenergních 
a noradrenergních neuronů (Hörtnagl and 
Winkler, 1969). V důsledku své lokalizace je 
DβH vylévána do extracelulárního prostoru spolu 
s neuropřenašečem (Weinshilboum et al., 1971), 
takže se nachází v mozkomíšní tekutině i plazmě. 
Enzymatická aktivita DβH v  mozkomíšní 
tekutině odpovídá hladině tohoto proteinu 
(O'Connor et al., 1994) a z rodinných studií plyne, 
že faktory prostředí, jako např. stres a léky, 
ovlivňují aktivitu DβH jen málo v porovnání 
s faktory genetickými (Weinshilboum et al., 1975).  
Díky své nezastupitelné roli v syntéze katecholaminů a zároveň genetické determinaci, 
DβH může hrát významnou roli v patogenezi hypertenze. Řada důkazů tomu nasvědčuje: 
deficience DβH se projevuje hypotenzí (Swoap et al., 2004) a inhib ce DβH zmírňuje rozvoj 
hypertenze u SHR (Stanley et al., 1998). 
 
4.3.1 Transkripce dopamin-β-hydroxylázy 
DβH se vyskytuje ve dvou formách - rozpustné a membránově vázané. Oba typy jsou 
kódovány jednou mRNA a rozdíl mezi nimi vzniká až posttranslačně (Lewis and Asnani, 1992). 
Charakteristický vzor exprese DβH v nervovém systému napovídá, že tento gen se 
nachází pod kontolou specifickou pro neurony a navíc pro konkrétní buněčný typ. Experimenty 
na transgenních myších ukázaly, že 5’přilehlá oblast DβH genu může spouštět expresi 
reportérového genu v  chromafinních buňkách dřeně nadledvin (Kobayashi et al., 1994).  
Deleční a mutační analýzy odhalily, že upstream sekvence genu pro lidskou DβH, která 
je dlouhá pouze 486 nukleotidů, může řídit expresi reportérového genu buněč ě specifickým 
způsobem (Seo et al., 1996). Vzdálenější část této oblasti, tedy -486 až -263 párů bazí, má 
pravděpodobně buněčně specifickou umlčovací funkci, takže potlačuje promotorovou aktivitu 
v nenervových buňkách (Ishiguro et al., 1995). Proximální část této oblasti, -262 až +1 párů bazí, 
je dostačující a zároveň nepostradatelná pro vysokou aktivitu DβH promotoru v DβH pozitivních 
buňkách (Ishiguro et al., 1993; Seo et al., 1996).  
Bylo zjištěno, že CRE sekvence je rozhodující pro bazální transkripci v buněčných liniích 
exprimujících DβH (Ishiguro et al., 1993; Kim et al., 1994; Seo et al., 1996). CRE je součástí 
Obr. 4: Hydroxylace dopaminu za vzniku 
noradrenalinu (Purves et al., 2001) 
 
 
složitější promotorové struktury nacházející se v oblasti -185 až -150 párů bazí, která obsahuje 
další elementy jako je např. AP1 element, Yin Yang-1 protein (YY1) vazebný element, a dva 
hlavní motivy míst vázajících homeodoménu (homeodoména je běžný DNA vazebný strukturní 
motiv nacházející se u mnoha eukaryotických regulačních proteinů). Cílenou mutagenezí všech 
sekvenčních motivů bylo odhaleno, že CRE je nezbytný pro základní aktivitu promotoru ve 
všech buněčných liniích a YY1 vazebný element je multifunkč í (Seo et al., 1996; Yang et al., 
1998). Noradrenergně specifickou expresi DβH genu zřejmě zajišťuje místo vázající 
homeodoménu (Yang et al., 1998). Jako další regulační elementy nacházející se v promotoru pro 
DβH byly zjištěny místa vázající protein specificity 1 (Sp1), aktivá orový protein 2 (AP2) (Kim 
et al., 1998) a protein časné růstové odpovědi 1 (Egr1) (Cheng et al., 2008). 
Exprese DβH genu je modulována v odpověď na různé farmakologické i fyziologické 
podněty. Například během vystavení Sprague-Dawley potkanů imobilizačnímu stresu nebyla 
zjištěna změna koncentrace mRNA pro DβH ve dřeni nadledvin. Víc než dvojnásobná hladina 
byla naměřena teprve 3 hodiny po ukončení stresových podnětů, ale poté začala klesat a do 24 
hodin se vrátila na normální úroveň (Kvetnansky et al., 2004). Při opakovaném stresu byl zjištěn 
obdobný vzestup hladiny mRNA jako při stresu jednorázovém, ale současně došlo 
k permanentnímu zvýšení koncentrace DβH mRNA. 
CAMP a jeho analogy působí na DβH gen přes CRE a překvapivě i přes AP1 element 
(Kim et al., 1994; Swanson et al., 1998). Forbol ester zvyšuje aktivitu mnoha eukaryotických 
genů přes AP1 místo, DβH gen je aktivován také, ale z experimentů plyne, že transkripční 
up-regulace se děje přes CRE a YY1 vazebný element (Ishiguro et al., 1998). Stimulace 
růstovými faktory, hormony a neurotransmitery indukuje expresi Egr1 genu, který za stejných 
podmínek způsobuje zvýšení aktivity promotoru pro Th a snížení aktivity promotoru pro DβH 
gen (Cheng et al., 2008). Glukokortikoidy modulují expresi V-1 genu, který se účastní regulace 
exprese DβH, Th i Ddc (Hiwatashi et al., 2002). Transkripce DβH i Th genu je ovlivňována 
nikotinem. Odpověď DβH na tuto stimulaci je citlivější a ukázalo se, že je i tkáňově specifická 
(Cheng et al., 2005). 
Transkripce DβH je komplexní a je regulovaná mnoha obecnými i buněčně specifickými 
transkripčními faktory. Z některých experimentů plyne, že v mnoha případech je koordinovaná 
s transkripcí Th i dalších genů účastnících se syntézy katecholaminů.  
 
4.3.2 Polymorfizmy dopamin-β-hydroxyláza 
Sekvenováním lidského genu pro DβH a jeho proximální promotorové oblasti bylo 
objeveno 71 polymorfizmů: 68 jednonukleotidových, 2 inzerce/delece a 1 opakvání (Chen et 
al., 2010). Pouze u 18 jednonukleotidových polymorfizmů byla minoritní alela nalezena u více 
než 5 % jedinců. Inzerční/deleční a repetiční polymorfizmus se vyskytoval velmi vzácně. 
U několika polymorfizmů v oblasti promotoru byla zjištěna spojitost s výší TK. 
U C-970T polymorfizmu minoritní alela T předurčuje nižší DβH aktivitu, nižší sekreci 
katecholaminů a nižší TK. Polymorfizmus C-2073T souvisí se zvýšením DβH sekrece, jehož 
důsledkem je zvýšení TK (Chen et al., 2011). 
 
4.3.3 DβH u SHR 
U šestitýdenních SHR byla zjištěna snížená exprese DβH genu, nižší aktivita DβH 
a zároveň zvýšený obsah dopaminu ve dřeni nadledvin. Hladina DβH transkriptu ve dřeni 
nadledvin pozitivně koreluje s enzymatickou aktivitou DβH v této tkáni, což napovídá, že 
pozorované rozdíly spočívají spíš v rozdílné expresi nebo stabilitě mRNA než v proteinové 
struktuře enzymu (Jirout et al., 2010). Hladina DβH mRNA ve dřeni nadledvin SHR je ze všech 
enzymů účastnících se syntézy katecholaminů nejnižší. Za limitující faktor syntézy 
katecholaminů bývá obvykle považována Th, ale Th mRNA je ve dř ni nadledvin SHR dvakrát 
víc než DβH mRNA. Je tedy možné, že snížená aktivita DβH představuje „hrdlo lahve“ 
v syntéze katecholaminů, které způsobuje hromadění dopaminu (a nedostatek noradrenalinu) 
v adrenergních buňkách, což může přispívat k patogenezi hypertenze. U dospělých SHR potkanů 
je aktivita DβH ve dřeni nadledvin srovnatelná s kontrolami (Saavedra et al., 1978). 
Nízká aktivita DβH u mladých SHR byla zjištěna i v mozku (Saavedra et al., 1978). 
Dopaminergní systém v mozku se účastní centrální regulace TK, takže zvýšení centrálního 
dopaminu může přispívat k rozvoji hypertenze. Naopak noradrenalin v některých částech mozku 
má inhibiční funkci na zvyšování TK. Jeho snížená koncentrace u SHR může mít také vliv na 
vznik a rozvoj hypertenze (Jirout et al., 2010). 
 
4.4 Fenyletanolamin-N-metyltransferáza 
Lidská Pnmt je monomerní nebo dimerní 
(Gee et al., 2005a) cytosolický (Cleary et al., 
2005) enzym, který katalyzuje přeměnu 
noradrenalinu na adrenalin. Má velmi širokou 
substrátovou specifitu a ke svému fungování 
vyžaduje S-adenosyl-L-methionin jako donor 
methylu (Gee et al., 2005b; Martin et al., 2001). 
Nachází se především ve dřeni nadledvin (Axelrod, 
1962) a v nižších  koncentracích i v dalších  
Obr. 5: Metylace noradrenalinu za vzniku 
adrenalinu (Purves et al., 2001) 
 
tkáních, jako jsou např. mozek, svaly, atd (Kennedy et al., 1993; Saavedra t al., 1974).  
 
4.5 Regulace transkripce fenyletanolamin-N-metyltransferázy 
Během embrynonálního vývoje je exprese Pnmt v jednotlivých tkáních regulována 
pomocí alternativního sestřihu (Unsworth et al., 1999). Mohou vznikat dvě formy mRNA: první 
neobsahuje žádné introny, zatímco ve druhé zůstává zachován intron 2. Tento typ sestřihu je 
u obratlovců poměrně neobvyklý. Intron 2 obsahuje několik stop kodonů, takže je 
pravděpodobné, že translací vzniká zkrácený, ikdyž možná fu kční enzym. 
Glukokortikoidy jsou rozhodujícími regulátory  Pnmt, ovlivňují její transkripci 
i proteolytickou degradaci (Wong et al., 1985; Wong et al., 1992; Wong et al., 1995) a to 
v průběhu adrenergní diferenciace i v odpověď na stres (Serova et al., 1998). Působením 
dexametazonu, syntetického glukokortikoidu, na PC12 buňky se značně zvyšuje koncentrace 
Pnmt mRNA díky zesílení transkripce (Ebert et al., 1997), přesto ale není jasné, zda jsou 
glukokortikoidy nepostradatelné pro transkripční aktivitu Pnmt. Myši postrádající 
glukokortikoidový receptor neexprimují Pnmt ve dřeni nadledvin, ale jejich chromafinní buňky 
jsou jinak zdánlivě normální (Finotto et al., 1999). 
Transkripční změny indukované glukokortikoidy jsou zprostřekované přes GRE v blízké 
5’přilehlé oblasti promotoru Pnmt genu. Minimálně jedna GRE sekvence byla nalezena 
v promotoru Pnmt genu u různých savců (Morita et al., 1992; Tai et al., 2002). V potkaním Pnmt 
promotoru byla zjištěna GRE v pozici -513 párů bazí, ale ukázalo se, že v reakci na 
glukokortikoidy dokáže zvýšit transkripci Pnmt genu jen dvakrát (Ebert et al., 1998). Později 
byly objeveny další dvě GRE v pozici -759 a -773 párů bazí před počátkem transkripce, které 
společně dokáží zvýšit transkripci Pnmt genu až dvanáctkrát (Tai et al., 2002).  
V pozici -653, -571 a -103 párů bazí se nacházejí AP2 vazebná místa (Ebert et al., 1998). 
Všechna jsou schopná vázat AP2, ale největší vliv na aktivaci exprese Pnmt má -571 místo. AP2 
transkripční faktor je schopen stimulovat aktivitu Pnmt promotoru pouze v přítomnosti 
glukokortikoidů. Bez účasti glukokortikoidů má AP2 na transkripci Pnmt vliv negativní. AP2 
vazebné místo v pozici -653 pravděpodobně samo o sobě není příliš významné pro aktivaci Pnmt 
promotoru, ale díky své malé vzdálenosti od GRE spolu tato místa mohou interagovat. 
V promotoru Pnmt genu se také nachází dvě Egr1 vazebná místa, která aktivují 
transkripci a mohou interagovat s GRE i AP2 (Ebert et al., 1994). Egr1 zvyšuje transkripci Pnmt 
v důsledku stresu, hypoxie (Wong et al., 2004) a působení NGF (Tai et al., 2006). Další 
transkripční faktory účastnící se regulace Pnmt promotoru jsou Sp1 a myc-aso iovaný zinc 
finger protein (Her et al., 1999).  
 
4.6 Polymorfizmy fenyletanolamin-N-metyltransferázy 
Osekvenování Pnmt genu a jeho promotoru odhalilo vemi nízkou sekvenční variabilitu 
u normotenzních i hypertenzních jedinců (Kepp et al., 2007). Toto zjištění je v souladu s velmi 
významnou rolí adrenalinu, produktu Pnmt, v regulaci metabolických a kardiovaskulárních 
funkcí organizmu. Obdobné výsledky byly zjištěny i při srovávacím sekvenování genu pro 
potkaní Pnmt u SHR náchylných k mozkové příhodě a normotenzních kmenů (Koike et al., 
1995). 
Zatím je popsána pouze jedna alela, která způsobuje významně nižší aktivitu enzymu ve 
srovnání s častější variantou. Záměna threoninu v pozici 98 za alanin se vzácně vyskytuje 
u Afroameričanů a vede k poklesu množství proteinu díky jeho zrychlené degradaci 
v proteazomu (Ji et al., 2005). 
Regulační oblasti lidského Pnmt genu zatím nebyly podrobně studovány s výjimkou dvou 
jednonukleotidových polymorfizmů v promotorové oblasti. Nebyl zjištěn rozdíl mezi 
normotenzními a hypertenzními jedinci ve výskytu alel polymorfizmů v pozici -184 a -390 párů 
bazí. Nicméně heterozygotní stav těchto promotorových oblastí má spojitost s hypertenzí (Kepp 
et al., 2007). Je zajímavé, že v případě Alzheimerovy nemoci má heterozygotní stav obou těchto 
polymorfizmů protektivní účinky (Mann et al., 2001). 
 
4.7 Fenyletanolamin-N-metyltransferáza u SHR 
V části mozkového kmene, která se účastní kontroly krevního tlaku, byla u dospělých 
SHR naměřena zvýšená exprese Pnmt. Inhibice této oblasti, např. lokální injekcí 
neuroinhibičního léku muscimolu, u SHR snižuje krevní tlak, zatímco u WKY k žádné změně 
nedochází (Ito et al., 2000). Odlišnost reakce naznačuje, že změny exprese Pnmt v této oblasti 
mozku mohou souviset se vznikem hypertenze u SHR.  
Ve dřeni nadledvin mladých SHR byla zjištěna snížená aktivita Pnmt od dvou do osmi 
týdnů věku ve srovnání se stejně starými WKY normotenzními zvířaty (Grobecker et al., 1982). 
Naopak u dospělých SHR je exprese Pnmt zvýšená (Reja et al., 2002b). Mimoto byla u SHR 
potkanů zjištěna zvýšená hladina mRNA pro transkripční faktory Egr1, Sp1 a glukokortikoidový 
receptor (Nguyen et al., 2009).  
5. Závěr 
Nejlépe prozkoumaným enzymem metabolizmu katecholaminů je tyrosinhydroxyláza, jež 
je považována za limitující faktor celé syntetické dráhy. Aktivita Th je krátkodobě regulována 
fosforylací enzymu a dlouhodobě změnami transkripce. Ačkoli znalosti této problematiky jsou 
poměrně obsáhlé, nedostatečně objasněná zůstává především integrace jednotlivých regulačních 
modifikací in vivo v různých tkáních a za různých podmínek. U SHR kmene byla zjištěna 
pozměněná exprese i aktivita Th ve dřeni nadledvin a mozku. Ve dřeni nadledvin SHR zvířat je 
Th významně ovlivňována genem Sry a androgeny, což může vysvětlovat vyšší TK u samčího 
pohlaví. Jako velmi důležitý objev se jeví použití antisense oligonukleotidů cílených proti Th 
mRNA vedoucí ke snížení exprese Th, snížení hladiny katecholaminů a také snížení TK u SHR. 
Podobná léčba by mohla být účinná i u některých typů lidské hypertenze. V genu pro lidskou Th 
a v jeho promotorové oblasti byly nalezeny polymorfizmy, které jsou spojeny s metabolizmem 
katecholaminů a TK. Toto zjištění nabízí nové strategie jak přistupovat k diagnóze a léčbě 
esenciální hypertenze. 
DOPAdekarboxyláza je enzym, který přeměňuje L-DOPA na dopamin. Dopamin 
způsobuje vazodilataci a zvyšuje exkreci sodíku, což organizmus chrání před vysokým TK. 
Různé abnormality v dopaminergní regulaci přis ívají k jednotlivým formám hypertenze 
u lidských i zvířecích modelů. Ačkoli změna v regulaci Ddc může souviset s vysokým TK, 
daleko častější je defekt v některém z receptorů pro dopamin. 
Dopamin-β-hydroxyláza může díky své nezastupitelné roli v syntéze katecholaminů 
a genetické determinaci značně příspívat k patogenezi hypertenze. Transkripční regulace DβH je 
komplexní a zahrnuje mnoho obecných i buněčně specifických transkripčních faktorů. V mnoha 
případech je koordinovaná s transkripcí Th. V mozku mladých SHR byla zjištěna nízká aktivita 
DβH, což vede ke zvýšení koncentrace dopaminu a snížení koncentrace noradrenalinu. Tyto 
změny mohou v některých částech mozku ovlivňovat centrální regulaci TK. Ve dřeni nadledvin 
SHR je koncentrace DβH poloviční ve srovnání s Th mRNA. Z tohoto důvodu by DβH mohla 
být limitujícím faktorem syntézy adrenalinu a noradrenalinu, ačkoli doposud byla za limitující 
považována Th. Pokud je exprese DβH opravdu „hrdlem lahve“ metabolizmu katecholaminů 
u některých typů hypertenze, pak je nutné zjistit příčinu tohoto jevu. V promotoru genu pro 
lidskou DβH byly nalezeny polymorfizmy, které mají spojitost se sekrecí katecholaminů a TK. 
Nicméně transkripce DβH je regulována mnoha transkripčními faktory, takže exprese může být 
ovlivněna např. pozměněnou dostupností některého z nich. 
Fenyletanolamin-N-metyltransferáza je posledním enzymem v syntéze adrenalinu. Její 
exprese je regulována součinností transkripčních faktorů a navíc alternativním sestřihem se 
zachováním intronu. U SHR se Pnmt nachází ve zvýšené ko centraci v části mozkového kmene 
zodpovídající za regulaci TK. Aplikací neuroinhibitoru do této oblasti lze u SHR dosáhnout 
snížení TK. Ve dřeni dospělých SHR je exprese Pnmt také zvýšená, což je nejspíš důsledkem 
zvýšené hladiny mRNA pro transkripční faktory Egr1, Sp1 a glukokortikoidový receptor, které 
se účastní regulace aktivity Pnmt promotoru. Je tedy pravděpodobné, že zvýšená exprese těch o 
transkripčních faktorů způsobuje nadměrnou expresi Pnmt, což vede ke zvýšení syntézy 
adrenalinu, který následně ovlivňuje kardiovaskulární regulaci a TK. Tento sled dějů může být 
potenciálním molekulárním mechanizmem vzniku hypertenze. V lidském i potkaním Pnmt genu 
bylo nalezeno jen velmi málo polymorfizmů, což je v souladu s klíčovou rolí adrenalinu 
v organizmu. Dá se tedy usuzovat, že většina interindividuálních rozdílů v množství 
syntetizovaného adrenalinu není způsobena rozdíly v genu pro Pnmt. Expresní změny jsou spíš 
určené souhrou hormonálních a nervových podnětů a také repertoárem regulačních 
transkripčních faktorů. 
Je jisté, že metabolizmus katecholaminů se u SHR kmene liší od normotenzních kontrol 
v mnoha ohledech. Bohužel zatím není možné jednoznačně určit, co je primární příčinou 
hypertenze a co pouze kompenzační reakcí. Nicméně některými zásahy lze dosáhnout zabránění 
nebo alespoň zpomalení rozvoje onemocnění. 
Otázkou je, nakolik jsou výsledky experimentálního výzkumu využitelné v medicínské 
praxi. Lidská esenciální hypertenze i genetická hypertenze potkanů jsou si v mnoha ohledech 
podobné. Jsou to chronická, pomalu se vyvíjející onemocnění, která vznikají v důsledku 
vzájemného působení genetické predispozice a faktorů vnějšího prostředí. U obou druhů existují 
kritické vývojové periody a zásahy v těchto fázích vývoje mohou vést k významným změnám 
kardiovaskulárního fenotypu v pozdějším věku. Ne všechny poznatky pocházející z výzkumu na 
zvířatech lze převádět do klinické  praxe, ale je jisté, že ontogenetické zákonitosti uplatňující se 
v patogenezi hypertenze u lidí a potkanů jsou obdobné.  
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